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論 文 内 容 要 旨
序論
ク ロフ ィブ レー トは,血 中の トリア シル グ リセ ロールや コ レステ ロール濃度 を下 げ る抗高脂血症剤 とし
て広 く用 い られて いる。 クロフィブレー トをげ っ歯類 に投与 す ると肝臓 が肥大 し,肝 細胞 内のペルオキ シ
ゾームの数 容積 が増加す るこ とが報告 されて いる。そ の後,ク ロフィブ レー トだけで な く,他 の フィブ
レー ト系抗高脂血 症薬 や,プ ラスチ ック可塑剤で あるフタル酸 エステルに も同様 の作用 のある ことが明 ら
か にされて いる。 これ ら一連 の化合物 はPeroxisomeProlifera七〇r(PP)と呼ばれ,げ っ歯 類 の肝 に お
いてペル オキ シゾームのほか小胞体 や ミトコ ン ドリアにお ける脂肪酸代謝 に関与す る酵素 を誘導す る性質
が あることが知 られて いる。 また肝小胞体 にお いて は,ミ トコ ン ドリア,ペ ルオキシゾームの両器官の脂
肪 酸 β酸素酵 素 系 とは異 な る脂肪 酸 の ω位 を水 酸化 す る酵素 系 が存在 し,こ の反 応 に はチ トクロー ム
P450(P450)が関与 して いる。 この脂肪酸 のω水酸化を触媒 す るP450分子 種で あるCYP4AもPPに よ
り肝 において顕著 に誘導 され,CYP4Aは 生体内 の脂肪酸代謝 の恒常性維持 を理解す る上で非 常 に重 要 な
KeyEnzymeであると考 え られて い る。 すでに,ラ ッ ト肝 におけるCYP4A分 子種 のPPに よ る誘導 は,
雌 よりも雄 で感受性 が高 いと報告 されて いるが,そ の機構 は明 らかでない。 また前 述 した よ うに,PPの
投与 によ りげ っ歯類 の脂肪酸代謝酵素 は誘導 され るが,そ の感受性 は動物種 によ って異 な ることが報告 さ
れてい る。 すなわち ラッ トとマ ウス は高感受性型,モ ルモ ッ トとマーモセ ッ トは低感受性型 とされている。
このよ うな動物種 間の感受性 の差異 が生 じる原因 として は,PPに よる脂肪酸代謝酵素 の誘 導機 構 が種 に
よって異 な るな どの様 々な因子が考 え られてい るが,そ の詳細 は明 らかではない。 そ こで,本 研究 の第1
章 では クロフィブ レー トによ るCYPA4誘導 の性差 の調節機構 を明 らかにす るために,ラ ッ トにおける性
腺切 除や,性 ホルモ ンの投与 が クロフィブレー トによるCYP4Aの 誘導 にどのよ うな影響 を及ぼすか を,
ラウ リン酸 を基質 とし,そ のω水酸化活性 を指標 として検討 した。現在 まで ラッ トにおけ るCYP4Aの発
現調節 の検討 はなされ ているが,PPに 対 して高い感受性 を持っ マ ウスに対 す る知見 は非常 に乏 しい。 そ
こで,本 研究 の第2章 ではマ ウス肝 に正常 レベルで発現 して いる脂肪酸水酸化活性 とCYP4A関連 タ ンパ
ク発現 の相関性 を検討 した。 また,第3章 では肝以外で脂質や その他 の薬物 の酸化 を行 って いる臓器 と し
て腎につ いて脂肪酸水酸化酵素 の発現調節機構を明 らか とす るために同様 に検討 した。
第1章 クロフィブ レー ト投与 によ るラ ッ ト肝脂肪酸 水酸 化酵素CYP4A誘 導 に及ぼす性ホルモ ンの影響
雌雄Wistar系ラ ッ トの性腺を切除 し,手 術7日 後か らテス トステロ ン及 びエス トラジオール をそ れぞ
れ1日1回9日 間投 与 した後,ク ロフ ィブ レー トを3日 間投与 して肝 を摘 出 し,ミ クロソームを調製 した。
上記 の処理群 と無処 理 ラ ッ トの肝CYP4A誘 導 を,ラ ウ リン酸 ω水 酸化(LA12H)活 性 を指標 として測
定 した。その結果,雌 雄 ラ ッ トにお いて,ク ロフ ィブ レー ト投与 によ るLA12H活性の誘導 は,エ ス トラ
ジオール によ り抑 制的 に,雌 性 ラ ッ トにお いて は,テ ス トステ ロ ンに より増 強的 に調節 され ることが認 あ
られた。次 に,抗 ラ ッ トCYP4A1ポリクローナル抗体 を用 い たWesternblot法に よ りCYP4Aタ ンパ
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クの発現及 びNorthernblot法によ りCYP4AImRNAの 発現 を調 べた。 その結果,上 記 に示 したす べ
ての処理群 にお いて,ク ロフ ィブ レー ト投 与に よるCYP4Aタ ンパ ク及 びCYP4AImRNAの 誘導パ ター
ンはLA12H活性の誘 導パ ター ンと一致 した。 この結果 はLA12H活性 がCYP4A分 子 種 発現 の指 標 とな
る ことを支 持 した。 また クロフィブ レー ト投与 によ るCYP4A誘 導の性 ホルモ ンによ る調 節 は,CYP4A
タンパ ク翻訳後 の タ ンパ クの安 定化作 用で はな く,翻 訳以 前の遺 伝子の発現段 階での作用 であ ること も認
め られ た。 次 に,CYP4A誘導 に関す る性 ホルモ ンの作用が,直 接的 であ'るか間接的 であるかを ラ ッ ト肝
細胞初代培 養系を用 いて検討 した。方法 は肝細胞 を クロフィブ レー トを添加 した培養 液で培 養す る際 に,
テス トステ ロ ン,エ ス トラジオール,成 長 ホルモ ンあ るい は甲状腺 ホ ルモ ンをそ れ ぞれ同 時添 加 して48
時間培養 し,酵 素活性 とCYP4Aタ ンパ ク発現 の誘導 を測 定 した。 その結果,テ ス トステロ ン及 びエス ト
ラジオ ール はクロフィブ レー トによ るLA12H活性及 びCYP4Aタ ンパ クの誘導 に は影響 を及ぼ さなか っ
た。 それに対 して成長 ホルモ ン及 び甲状腺 ホルモ ンはLA12H活性及 びCYP4Aタ ンパ クの誘導 を抑制 し
た。 この結果 よ りクロフィブ レー トによ るCYP4A誘導 の性 ホルモ ンによ る調節 は肝細胞 に対 す る直接効
果 で はな く,生 体 内のホルモ ンバ ランスが重要 な役割 を果 た してい ることが示 唆 された。
第2章 マウス肝脂肪酸水酸化活性及びCYP4A関連 タ ンパ クの正常 レベルにおける性差及び系統差の検討
雌雄ddY系 マ ウス肝 ミク,ロソームの ラウ リン酸水酸化(LAH)活 性を測定 した。 その結果,ラ ウ リン
酸(ω 一1)水酸化活性(LAl1H)活性 は雌雄 マウスと もおよそ1.5nmol/min/mgでり性差 は認 め られ な
か った。 しか しなが らLA12H活性 は雄性 マ ウスでおよそ1.2nmol/min/mgであ るの に対 し,雌 性 マ ウ
スはお よそ0.16n±no1/minノ皿gと 著 し く低 く,雌 に対 す る雄 の活 性 はお よそ7倍 で あ った。 す なわ ち
ddYマウス肝 にお けるLA12H活性 レベル には雌雄 差が認 め られた。次 に抗 ラ ッ トCYP4A1抗体 を用 い
たWesternblot法によ り;ddY系 マ ウスにお いて この抗 体 と反応 す るCYP4A関 連 タ ンパ クの発現 を
検 出 し,酵 素活性 どの相関性 を検討 した。 その結果雄性 マ ウスにおいては約54K:Daの位 置 に強 いバ ン ド
(バン ドXタ ンパ ク)が 認 め られた。 それ に対 し雌性 マウスで は,約52.5KDaの位置 に非 常 に弱 いバ ン
ド(バ ン ドYタ ンパ ク)が 検 出され たのみ で あ った。 この結 果 よ り,ddY系 マ ウス肝 お け る正常 時 の
LA12H、活性 レベル とCYP4A関 連 タ ンパ クの発現 レベルの間 には深 い相関関係が存在 す る ことが示 唆 さ
れた。同様 の実験 をBalb/e系及 びC57BL/6系マウスで行 い,酵 素活性発現 におけ る系統差 を検 討 した。
その結果Balb/c及びC57BL/6系マ ウスにおいて はLAl1H,LA12H活性 は雌雄 と も同程 度 の レベ ルで
あ り,ddY系 マ ウスにおいて観察 された雌雄差 は認 め られなか った。 この結果 よりddY系 マ ウス肝 お け
る ラウ リン酸水 酸化酵素 の正常 レベル での発現 には,Balb/c及びC57BL/6系マ ウス と は異 な る調 節機
構が存在す る ことが示唆 され た。 さ らに,酵 素活性発現 における性 ホルモ ンの影響 を調 べた。 その結果 テ
ス トステロ ンはこの正常 レベルでのLA12H活性 の主要 な調節因子で ある ことが認 め られた。 ま たテ ス ト
ステロ ンによ り調 節を受 けるのはバ ン ドXタ ンパ クのみで ある ことが明 らか とな った。 さ らに抗 ラ ッ ト
CYP4A1抗体 によ って認識 され る関連 タンパ クが,実 際に ラウ リン酸 水酸 化活 性 を有 す るのか を検 討 す
るため,酵 素活性 の抗体 による阻害実験を行 った。 その結 果肝LA12H活性 は抗血清 の添加量依 存 的 に阻
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害され,40μ1の添加では血清無添加群の約40%までに活性が阻害された。それに対 してLAl1H活性の
血清添加による阻害効果 は認め られなかった。以上の結果 より,ddY系雄性マウス肝に正常時に高 レベ
ルで発現 しているCYP4A関連 タンパク,特 にバンドXタ ンパクはラウリン酸 を基質 とした場合,そ の
ω位を特異的に水酸化するP450分子種であることが示唆された。
第3章 マウス腎脂肪酸水酸化活性及 びCYP4A関 連 タンパクの正常 レベルにおける性差 の検討
5種系統(ddY,Balb/c,C57BL/6,C3H/HeN,C$H/HeJ)の雌 雄 マ ウス腎 ミク ロ ソー ムのLAH
活性 を測 定 した。 その結果すべて のマ ウス系統 において,雄 性 マ ウスの酵素活性 レベルは雌性 マウスのそ
れ よ りも高 く,LAl1H活性 は6.7～20.5倍,LA12H活性 は1.7～3.8倍の活性 レベルを示 した。次 に抗 ラッ
トCYP4A抗体を用 いたWes七ernblot法によ りCYP4A関連 タンパ クの発現 を解析 した。 その結果 す べ
て の系統 の雄性 マウスにおいて,約52.5KDa(バン ドXタ ンパ ク)と50KDa(バ ン ドLタ ンパ ク)の
位 置 に2本 のバ ン ドが検出 され た。 それ に対 し雌性 マウスで はバ ン ドLタ ンパ クがわ ずか に検 出 され た
のみで あった。 このことよ り,CYP4A関連 タンパ クの うちバ ン ドHタ ンパ クが雄 性 マ ウス腎 に特異 的
に発 現 していることが認め られ た。 以上 の結果 より,マ ウス腎 にお ける正常 レベル でのLAH活 性 には雌
雄 差が存在 し,そ の原因 と して1ま脂 肪酸水酸化酵 素 と考 え られ るCYP4A関 連 タンパ クの発現 レベル の差
異 で ある ことが示唆 され た。 次 に酵 素発現 に関与す る性 ホルモ ンの影響 を調べ た。 その結果 テス トステロ
ンが,正 常 マウスにお けるLAl1H及びLA12H活性の主要 な調 節因子で あることが認 め られ た。 また テ
ス トステロ ンによ り調節 を受 けるの はバ ン ドHタ ンパ クであ ることが明 らか とな った。 また,P450誘導
剤 であ るクロフィブ レー ト及 びデキサ メタゾ ン投与 にお ける腎CYP4A関 連 タ ンパ クの発現 レベルを解 析
した。そ の結果 バ ン ドLタ ンパ クの発 現 は雌雄 マ ウスともクロフィブ レー ト投与 に よ って顕著 に誘 導 さ
れ た。 デキサ メタゾン投与 で は雄性 マウスのバ ン ドHタ ンパ ク発現 は抑 制 的 に,雌 性 マ ウス のバ ン ドL
タ ンパ クは増強 的に調節 され ることが認 め られた。 さらに抗 ラッ トCYP4A1抗体 を用 いた活性 阻害 実験
に よ り,腎CYP4A関 連 タ ンパ ク,バ ン ドH及 びバ ン ドLタ ンパ クは,ラ ウ リン酸 を基 質 と した場 合,
その ω及 び(ω 一1)位を水酸化 す るP450分子種 であ ることが示 唆 された。
本研究 は薬物代謝酵素 であ るP450分子種 の中で も脂肪酸水酸化酵素CYP4A分 子種 に注 目 して,そ の
発現及 び誘導 におけ る雌雄差 の発現機構 の解 明を中心 に検討 を行 った。 その結果,そ れ ら酵素 の発現調節
に は性 ホルモ ンが重要 な役割 を果 た してい ることが明 らか とな った。 また,動 物種 間及 び臓器間 には,異
な る脂肪酸水酸化酵素 の調節機構 が存在す ることが示唆 され,脂 肪酸代謝 の恒常性 を維持 する上 での調節
機構解 明に関す る新規 な知見 が得 られた。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研 究 は,鶴 歯類 にお ける脂肪酸 ω水酸化反 応(ラ ウ リン酸12位 水酸化,1.A12B:)を触媒 す る酵素
CYP4Aの発現 の調節 を検討 し,以 下 のよ うな結果 が得 られ た。
すなわ ち,正 常 雄性 ラッ トのLA12H活性 は雌性 ラッ トよ りも高 く,ペ ルオキ シゾー ム増殖剤 ク ロフ ィ
ブ レー トを前投与 す るとその活性 の誘導 も雄 のほ うが雌 よ りも顕著 であ った。 しか し睾丸 を摘 出 して も,
去勢動物 に男性 ホルモ ンを投与 して も,酵 素活性 や講導能 は変化せず?CYP4Aの 発 現や誘導 に は男 性 ホ
ルモ ンが直接 関与 して い ない ことが分 か った。 一 方雌性 ラ ッ トにおい て は,テ ス トステ ロ ンによ って
LA12H活性が増加 した。 また雌雄 ラ ッ トの いず れにお いて も,エ ス トラジオ ール によ ってLA12H活 性
が減少 した。LA12H活性 は,CYP4A蛋 白の発現 によることをWestern及びNothernblot解析 によ っ
て明 らかに した。 したが って ラッ トCYP4Aの発現 には,性 ホルモ ン以外 の因子 も関与 して いる ことを示
した。
っ ぎにマウスにおけ るCYP4Aの発現 の性差 を調 べ ると,そ の発 現 は系統 によ って差 が あ り,ddY系
の雄性 マ ウスのみ構成的発現が高 く,し か もこの発現 は男性 ホルモンによって調節 されていることが分か っ
た。 また雌 性マ ウスの極 めて低 いLA12H活准は,総P450含量の低 下 で はな く,CYP4Aの 発現 が少 な
い結果 であるこ とを示 した。 マウス肝 のCYP4A蛋 白 は2種 類存在 し(Westernblotによ りバ ン ドXと
バ ン ドY蛋 白),テ ス トステpン によって発 現が調節 され るの は,バ ン ド』Xであ るこ とが 明 らか とな っ
た。次 にCYP4Aの 発生学的変動 を調べ ると,5週 令 以降か ら雌雄 差が認 め られ るようにな り,こ れ はバ
ン ドXCYP4Aの 発現 に因 るこ とが分か った。
さ らにマウス腎臓 における℃YP4Aの発現 を調 べ ると,肝 臓 の場 合 とは異な って系統 差 は認 め られず,
すべて の系統 にお いて雄ρ活 性は雌 の活性 よ りも数倍 高 か った・ 蛋 白 レベ ルで調 べ る と・CYP4Aに は
52.5KD(バン ドH)と50KD(バ ン ドL)の2種 類 が存在 して いた。 この うち雄 性 マ ウスで はバ ン ドH
の発現が高 く,雄 で認 め られ た高 い活性 は,こ の蛋白の発現量 に由来す ることが明 らか にな った。 腎臓 に
おけるCYP4Aの 発生学的 な変化を調 べ ると,5週 令 か ら雌 雄差 が現れ,・この変化 もバ ン ドHの 発 現 と
密接 に関連 して いた。 またバ ン ドHの 発現 は男性 ホルモ ンによって調 節 されて いることが分か った。
以上本論文 は,鶴 歯類 の小胞体 に存在す る脂肪酸代謝酵素 系 の発現 には雌雄差 があ り,動 物 の種や系統
によって性 ホル モ ンの働 きも異 な ることを明 らかに した。 また マウスで はCYP4A関連 蛋 白が2種 類 存在
し,そ の うちの一 つ の発現が性 ホルモ ンによって調節 されて いることを示 した。CYP4A蛋白の発 現調 節
は,生 物の適 応反応 を解析す るための重要な反 応系の一 っで あ り,本 論文 は関連す る研究 の発展 に資す る
点が多 く,博 士(薬 学)の 学位 論文 と して合格 と認 め る。
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